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RESUMO 
O Rio Linha Torrens, localizado no município de Morro da Fumaça, vem sofrendo diversos 
impactos ambientais ocorrendo ao longo dos anos devido ao seu decorrente uso inadequado, 
através da extração de areia, mineração de carvão e fluorita, e a liberação de efluentes 
industriais e domésticos no rio. Um dos principais impactos é o processo de extração mineral 
e liberação de efluentes domésticos e industrias, gerando diversos contaminantes tóxicos. O 
peixe-zebra pode ser utilizado para diversos estudos sobre o monitoramento ecológico e 
avaliação de poluentes, como metais pesados e poluentes químicos. O presente estudo teve 
como objetivo identificar o perfil de toxicidade aguda de seis diferentes localidades ao longo 
do leito do rio utilizando embriões e larvas de peixe-zebra.  Foi realizada a coleta de água 
superficial de cada um dos seis pontos, em diferentes áreas consideradas rurais e urbanas, 
desde a sua nascente a foz. Para isto, foram utilizados animais adultos como matrizes para a 
reprodução e seus ovos foram coletados (n=20). Em seguida, foi realizado o teste de 
toxicidade embrionária (FET-Fish Embryo Toxicity). Esse teste FET analisa alterações 
morfológicas e parâmetros de sobrevivência que são observados a cada 24 horas pós 
fertilização (hpf) até 96 hpf. Os resultados mostraram uma maior taxa de mortalidade nos 
embriões nos pontos 6 (95%), 1, 3 e 4 (55%)e nos pontos 2 e 5 (30%), sobre a formação de 
somito foi observada nos embriões a partir de 48hpf sendo que os pontos 1, 2 e 4 
apresentaram (15%), o ponto 5 (35%) e o ponto 3 (70%), sobre a coagulação dos embriões foi 
observado nos pontos 1 e 2 (25%), o ponto 3 (5%), ponto 4 (15%). Com relação ao parâmetro 
bioquímico, foi avaliado a atividade da acetilcolinesterase (AChE), observando que neste 
estudo houve uma diferença significativa dos pontos 1 e 2, em relação ao controle. Podemos 
então concluir que a toxicidade embrionária foi maior nos pontos 6, 4 e 3 mostrando que as 
regiões mais urbanizadas podem apresentar diversas toxinas ambientais e que através dos 
agrotóxicos que podem estar presentes nos pontos 1 e 2, os mesmos mostraram a alteração da 
atividade da AChE, podendo ser um indicador da qualidade ambiental, através dos embriões 
de peixe- zebra. 
Palavras-chave: Toxicologia ambiental. AChE. Morro da Fumaça. FET. Zebrafish. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Atualmente, a conservação sustentável dos mananciais hídricos, da biodiversidade e 
dos recursos naturais vêm ganhando destaque no Brasil hodierno. Neste contexto, torna-se 
relevante compreender a toxicidade de uma bacia hidrográfica. 
A bacia do Rio Linha Torrens que drena parte do município de Morro da Fumaça, 
localizado no extremo sul catarinense, faz parte da Bacia do Rio Urussanga, sendo um 
afluente da margem direita. Atualmente negligenciado pela população local devido ao 
decorrente uso inadequado dos recursos hídricos, tendo ao longo dos anos sua margem 
ocupada por instalações habitacionais, industriais e desenvolvendo atividades no seu entorno, 
como a agropecuária e extração mineral, gerando vários problemas ambientais. 
Embriões de Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822), mais conhecidos como peixe-
zebra, são usados em diferentes tipos de estudo como uma forma de verificar o impacto 
ambiental, mais precisamente em estudos de toxicidade aguda. A realidade do impacto 
ambiental causado ao longo dos anos pelo uso inadequado do Rio Linha Torrens, pode ter 
provocado uma mudança na biota aquática e na composição físico-química da água. Diante 
desse pressuposto, o presente estudo teve como objetivo identificar o perfil de toxicidade 
aguda a partir de amostras obtidas em diferentes localidades, utilizando embriões de peixe-
zebra como meio para ensaio toxicológico. 
 Nesse sentido, o estudo revela uma importância para a comunidade sobre a 
verificação da possível toxicidade provocada pelo consumo da água proveniente do Rio Linha 
Torrens e a qualidade do ecossistema aquático, visto que não existem estudos sobre tal tema 
na região. 
 
1.1 OBJETIVOS  
1.1.1 Objetivo geral 
• Avaliar a toxicidade aguda em diferentes localizações do Rio Linha Torrens usando 
embriões/ larvas de peixe-zebra (Danio rerio) como bioindicador da biota aquática.  
1.1.2 Objetivos específicos 
 
• Verificar a viabilidade dos embriões de peixe-zebra por meio da proporção de 
sobrevivência. 
• Analisar a toxicidade aguda dos diferentes pontos do Rio Linha Torrens sobre os 
embriões de peixe-zebra através de alterações morfológicas.  
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• Avaliar a toxicidade aguda dos diferentes pontos do Rio Linha Torrens por meio da 
avaliação de parâmetro bioquímico pela atividade da acetilcolinesterase 
• Investigar a potencial influência da água dos diferentes pontos Rio Linha Torrens 
sobre o a eclosão das larvas de peixe-zebra. 
• Considerar através do Protocolo de Avaliação Rápida da Diversidade de Habitats a 
situação atual dos pontos avaliados.   
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  
 
2.1 RIO LINHA TORRENS  
 
A bacia do Rio Urussanga se localiza no Extremo Sul Catarinense, dentro da bacia do 
Rio Araranguá, abrange os municípios de Urussanga, Cocal do Sul, Pedras Grandes, Treze de 
Maio, Sangão, Morro da Fumaça, Criciúma, Içara Balneário Rincão e Jaguaruna, com uma 
população próxima de 118 mil habitantes distribuídos pela bacia em uma área total 679,16 
km², encontrando-se assim a bacia do Rio Linha Torrens. (SIRHERSC, 2017). 
O Rio Linha Torrens é um dos afluentes da margem direita da bacia hidrográfica do 
Rio Urussanga e seus estuários estão inseridos em uma das mais importantes unidades de 
conservação da região, sendo a Área de Proteção Ambiental (APA) da Baleia Franca 
(BRASIL, 2000; GEREMIAS, 2008). Possui atualmente a importância negligenciada pela 
população local devido ao decorrente uso inadequado dos recursos hídricos.  Ao longo dos 
anos a população vem ocupando as margens do rio, desenvolvendo atividades no entorno tais 
como a agropecuária, indústrias, urbanização e extração mineral, gerando vários problemas 
ambientais sobre essa bacia (SILVEIRA, 2011). A área da bacia do Rio Linha Torrens 
apresenta uma área de 25,87 km², com uma população residente próxima de 9.100 habitantes 
representando aproximadamente 56% da população total do município de Morro da Fumaça 
(BRASIL, 2010).  
O município de Morro da Fumaça está localizado na parte leste da região Carbonífera, 
onde a bacia do Rio Linha Torrens está inserida, a área do rio drena muitos bairros e 
localidades no município de Morro da Fumaça, tais como as localidades de Linha Barracão, 
Linha Frasson, Mina Visconde, Linha Pagnan, Santa Cruz, Linha Torrens, além dos bairros 
Maccari, Centro, Bortolatto, Jussara, Capelinha, Esperança, Monte Verde, Palladini, 
Naspolini, de Costa e Ibirapuera (SILVEIRA, 2011). 
 
2.2 MINERAÇÃO DE AREIA, FLUORITA E CARVÃO MINERAL  
 
A mineração é uma das atividades humanas que mais gera alterações na superfície 
terrestre, afetando a área lavrada e o entorno, causando impactos negativos sobre a água, o 
solo, o ar, o subsolo, o lençol freático, a fauna e a flora além da paisagem como um todo 
(NOGUEIRA, 2016). A mineração também gera uma grande quantidade de rejeitos, os quais 
não são aproveitados economicamente, sendo estes ricos em minerais sulfetados que podem 
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se transfigurar fontes produtoras de drenagem ácida (BROFFT et al., 2002; CAMPOS et al., 
2010).  
Segundo a Resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 
010/1990 dispõe que toda atividade mineradora causa modificações no ambiente denominado 
impacto ambiental e considera que qualquer alteração das propriedades físicas, químicas e 
biológicas do meio ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia resultante da 
atividade humana, que direta ou indiretamente afeta a saúde, a segurança e o bem-estar da 
população, as atividades sociais e econômicas, a biota, as condições estéticas e sanitárias do 
meio ambiente e a qualidade dos recursos naturais. Foi criada em 1978 a Lei Federal n°6567, 
que dispõe sobre o regime especial de exploração e o aproveitamento de substâncias minerais 
através do licenciamento ambiental e com validade apenas após o seu registro no 
Departamento Nacional de Produção Mineral (DNPM) (BRASIL, 1978). 
A extração de areia em cursos d’água ou entorno é uma importante atividade 
mineradora, sendo a areia considerada um produto necessário na construção civil (LELLES, 
2004). Embora a mineração de areia seja necessária, ela altera a paisagem do lugar minerado 
e degrada o meio ambiente (VIEIRA; REZENDE, 2015). A mineração de areia ocorre em 
locais onde houve a deposição de material sedimentar ao longo das eras geológicas, sendo 
normalmente encontrado em locais próximos a fundo de vales e aos rios (ANNIBELLI, 
2006). Segundo o Sumário Mineral/2001, demostrou que a mineração de areia em leitos de 
rios é responsável por 90% da produção nacional do material sedimentar. Os dados do 
Anuário Mineral/2010, determinou que havia sido minerado 747.554t de areia industrial 
apenas no estado de Santa Catarina. 
A fluorita é usada como matéria-prima para obtenção de diversos produtos, 
principalmente, na área química, metalurgia e cerâmica, sendo também a maior fonte 
comercial de flúor usada como catalisador na produção de aquilato destinado a produção de 
gasolina (DNPM, 2014; SAMPAIO; ANDRADE; BALTAR, 2005). A produção interna do 
país do minério bruto em 2013 foi de 68.472,17t (DNPM, 2014). Conforme o Sumário 
Mineral Brasileiro 58% das reservas brasileiras de fluorita localizam-se no estado de Santa 
Catarina, seguido do Paraná com 29% e o Rio de Janeiro com 13% (DNPM, 2014). O 
processo de lavra das minas de fluorita é subterrâneo, com exceção da mina de Cerro Azul, 
que se encontra no estado do Paraná, cujo método de lavra utilizado é em bancadas (DNPM, 
2009). A maior jazida de fluorita no estado de Santa Catarina foi descoberta em 1961 na 
localidade de Segunda Linha Torrens, no município de Morro da Fumaça, onde 50% da 
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produção nacional provinham do estado de Santa Catarina, atualmente a usina de Morro da 
Fumaça está desativada (CRUZ, 2015).  
O carvão mineral não é um minério propriamente dito, pois não apresenta uma 
composição química definida, mas trata-se de um recurso energético, que compete com o 
petróleo e o gás natural. Historicamente o carvão foi a principal fonte energética até o começo 
do século passado. Com o passar dos anos o petróleo ganhou a importância e começou a 
substituir o carvão (CHAVES, 2008). O carvão brasileiro utilizado na indústria siderúrgica é 
produzido apenas pelos estados da região Sul do país, sendo o único que pode adaptar-se 
como fonte de energética em termoelétricas (BRASIL, 2010; MARTINS, 2005). 
 Entre os contaminantes provenientes da mineração encontram-se as drenagens ácidas 
de mina que apresentam baixos valores de pH e elevada concentração de metais como 
alumínio, ferro e manganês (DIAS, 1998; GEREMIAS et al., 2003). Outros metais como o 
alumínio e manganês, quando presentes em minerais associados ao carvão, podem ser 
lixiviados nas drenagens em virtude dos baixos valores de pH do meio, com consequente 
elevação da concentração destes elementos nas mesmas (SASOWSKY; FOOS; MILLER, 
2000). Esses metais pesados tem uma importância ecotoxicológica devido a sua persistência e 
toxicidade (WEBER et al., 2013). A disposição inadequada das águas efluentes e de rejeitos 
sólidos da mineração de carvão na bacia hidrográfica do sul de Santa Catarina acarretou 
severa degradação ambiental, tendo sido, em 1980, considerada área crítica nacional no que se 
refere ao controle da poluição e qualidade ambiental (CARVALHO, 2008).  
O rejeito de mineração é um dos principais contaminantes, oriundo da atividade 
mineradora de carvão, trazendo sérios problemas ambientais como a supressão de áreas de 
vegetação, reconfiguração de superfícies topográficas, impacto visual, aceleração de 
processos erosivos, inviabilidade de uso alternativo do solo, emissão de gases e partículas no 
ar, contaminação de recursos hídricos, destruição da flora e fauna local e comprometimento 
da vida da população (GEREMIAS et al., 2008; BITAR, 1997). Além dos rejeitos, a 
mineração de carvão pode gerar impactos ambientais resultantes da atividade de 
preenchimento mineral em subsolo relacionada a processos de oxidação da pirita e posterior 
geração de drenagem ácida de mina (DAM) no subsolo (HEEMANN; COSTA, 2008). As 
drenagens ácidas são capazes de atingir os recursos hídricos e, uma vez no ambiente aquático, 
seus metais podem permanecer em solução na forma de complexos ou íons livres, podendo 
então ser absorvido pelos organismos vivos. Têm-se sugerido que em ambientes aquáticos de 
elevada acidez e concentração de metais em níveis intoleráveis pode haver dano à biota, como 
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processos carcinogênicos, mutagênicos, distúrbios respiratórios e até osmorregulatórios o que 
podem levar a morte (GEREMIAS et al., 2008). 
 
2.3 ECOSSISTEMAS AQUÁTICOS  
 
 Os ecossistemas aquáticos executam inúmeras funções ambientais valiosas, eles 
reciclam nutrientes, purificam a água, atenuam as enchentes, recarregam as águas 
subterrâneas e fornecem habitat para a vida selvagem (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 
1992). Esses ecossistemas são considerados os receptores finais de contaminantes liberados 
no ambiente, estando suscetíveis à ação de contaminantes terrestres, que atingem os 
ambientes aquáticos através do escoamento pluvial e também de efluentes domésticos e 
industriais, que são lançados sem tratamento diretamente nestes locais (DOMINGOS, 2006). 
Esses impactos são agravados em corpos de água que recebem fluxos de metais, sendo fixo ou 
intermitente que pode resultar em graves efeitos sobre a biota bentônica (DOIG; LÍBER, 
2006). Os ecossistemas aquáticos são expostos normalmente a uma mistura de substâncias, 
sendo aparente nas águas de superfícies onde existe uma diversidade de substâncias tóxicas, 
como resultado da atividade humana realizada em toda a bacia hidrográfica (SILVA; 
CEREJEIRA, 2012).  
A qualidade do ambiente pode ser definida pela presença de substâncias inorgânicas 
ou orgânicas, e sua composição e estrutura da biota presente no corpo de água. As 
características da água dos rios dependem do histórico geológico da região, do tipo de solo 
que ocorre às bacias de drenagem, do clima, das condições geoquímicas, da cobertura vegetal, 
da geomorfologia e principalmente a ação antrópica (STROHSCHOEN, 2009).  
A resolução do CONAMA n° 357 de 2005 dispõe sobre a classificação e diretrizes 
ambientais quanto ao enquadramento dos corpos d’água superficiais, estabelecendo limites 
individuais a cada substância a ser analisada. Essa resolução foi completada e alterada pela 
resolução n° 430/2011 do CONAMA que dispõe sobre as condições e padrões de lançamento 
de efluentes. Segundo relatórios de qualidades de águas superficiais da Companhia Ambiental 
do Estado de São Paulo, em 2012, as concentrações detectadas em ambientes naturais no 
Brasil mostraram que 50% dos corpos d’água avaliados estavam em desacordo com os 
padrões estabelecidos.  
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 2.4 O PEIXE-ZEBRA  
 
Em sua maioria, os organismos bioindicadores são utilizados em metodologias cujo o 
objetivo consiste em testar a sua sobrevivência e, para este propósito, tem-se aplicado teste de 
toxicidade aguda em microcrustáceos como Daphnia magna, e subaguda em plantas como 
Allium cepa, além de outros organismos como bactérias, fungos e animais (SVENSSON et 
al., 2005; SAURABH et al., 2005; GEREMIAS, 2008). Os peixes podem ser usados como 
bioindicadores em vários ecossistemas aquáticos, devido a sensibilidade desses organismos as 
mudanças ambientas como a presença de químicos na água, o Danio rerio, mais conhecido 
peixe-zebra, está no topo da cadeia trófica aquática em comparação com outros 
bioindicadores, devido a sua sensibilidade proporcionando uma visão integrada de todo o 
meio aquático (SOARES et al., 2015). 
O peixe-zebra é um pequeno teleósteo de água doce com três a quatro cm de 
comprimento, da família Cyprinidae, nativo do sul da Ásia que pode ser facilmente mantidos 
e criados em laboratório (DAMMSKI et al., 2011). Além disso, o peixe-zebra é econômico, 
apresentando diversas facilidades como a simples criação, a fácil estocagem de um número 
elevado de animais um espaço relativamente pequeno (LAGGNER, et al., 2012). As fêmeas 
atingem a maturidade sexual entre 3-4 meses podendo gerar a cada 2-3 dias e em uma única 
oviposição várias centenas de ovos (KIMMEL et al., 1995). 
 Este organismo tem ganhado espaço nas últimas décadas na pesquisa experimental 
(GERLAI; LEE; BLASER, 2006; EGAN et al., 2009). A utilidade do peixe-zebra tanto em 
estágio larval quanto adulto na neurociência cresceu acentuadamente, sendo considerada uma 
espécie de vertebrado com altas propriedades fisiológicas e alta homologia genética com os 
seres humanos, além da facilidade de manipulação genética sua similaridade morfológica e 
fisiológica como o Sistema Nervoso Central (SNC) (GERLAI, 2010, GERLAI, 2011; SUEN 
et al., 2013). Além disso, o peixe-zebra oferece diversas facilidades para testes de toxicidade 
aguda, com objetivo de identificar níveis toxicológicos para identificação de danos 
ambientais, envolvendo riscos na avaliação de produtos químicos, biocidas, produtos 
farmacêuticos, aditivos alimentares e efluentes (SCHOLZ et al. 2013).  Segundo Qian e 
colaboradores (2015), as interações entre os sedimentos, poluentes, e organismos são 
altamente complexas. 
Estudos mostram que o teste utilizando embriões de peixe-zebra ganhou interesse 
como um substituto de outras espécies de peixes como Cyprinus carpio (L., 1758), 
Oreochromis niloticus (L., 1758) e outros modelos adotados. (NAGEL 2002; BRAUNBECK 
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et al., 2005). Atualmente, também tem sido amplamente utilizado em diferentes tipos de 
estudo como distúrbios cardíacos e vasculares (ASANI; PETERSON, 2014; WILKINSON; 
JOPLING; VAN EEDEN, 2014), neurotoxicidade, (ESCH et al., 2012; SIPES; PADILLA; 
KNUDSEN, 2011) e genotoxicidade (SCHOLZ e MAYER, 2008; BOURRACHOT et al., 
2014). 
Para tal, a utilização do teste de toxicidade aplicado em embriões de peixe-zebra se 
baseia no teste de Toxicidade embrionária - Fish Embryo Toxicity (FET) observando quatro 
tipos de alterações morfológicas segundo a Organização para a Cooperação e 
Desenvolvimento Económico (OECD, 2013): a coagulação, anormalidades na formação de 
somitos, o descolamento de cauda, e frequência cardíaca. Além disso, parâmetros 
bioquímicos permitindo verificar, por exemplo, o uso da atividade da AChE.  
 
2.5 SISTEMA COLINÉRGICO: ATIVIDADE DA AChE 
 
O sistema colinérgico atua em diversas funções no SNC tais como o processamento de 
memória e aprendizagem, nas funções sensoriais e no desenvolvimento de estruturas cerebrais 
(ZIRGER et al., 2003; BARKER; WARBURTON, 2009; ANGLADE; LARABI-GODINOT, 
2010; GIOVANNINI; LANA; PEPEU, 2015).  A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor 
do sistema colinérgico, sintetizada pela enzima colina acetil-transferase  (ChAT), produzida a 
partir de acetil-coenzima A (Acetil-CoA) e colina e armazenada em vesícula.  A ACh 
funciona no SNC como um mediador químico de sinapses, e também atua no sistema nervoso 
periférico e na junção neuromuscular. Depois da exocitose vesicular, a acetilcolina é liberada 
na fenda sináptica e rapidamente degradada pela enzima AChE em acetato e colina, e grande 
parte da colina resultante é captada e reutilizado na síntese de nova ACh (ZIRGER et al. 
2003; VENTURA et al.,  2010). A AChE é expressada em vários tecidos, como o SNC e os 
músculos (BEHRA et al., 2002).  
Compreende-se que a atividade da AChE é considerada extremamente especifica para 
pesticidas organofosforados e carbamatos (KAIS et al., 2015). E alguns inseticidas como os 
clorpirifos e organofosforados são amplamente utilizados em todo mundo, os quais provocam 
sérios problemas ambientais (FU et al., 2013). Segundo Azevedo e Chasin, (2003), inseticidas 
fosforados, inibem a atividade da AChE. Diversos estudos descrevem que clorpirifos tem uma 
variedade de efeitos, bioquímicos e alterações histopatológicas (XING et al., 2012), estresse 
oxidativo (KAVITHA; RAO, 2008), genotoxicidade (ALI et al., 2009), toxicidade 
18 
 
reprodutiva (FARAG et al., 2010; NISHI; HUNDAL, 2013) e alterações endócrinas 
(VISWANATH et al., 2010). 
 A inibição da AChE tem sido amplamente utilizada como biomarcador de 
neurotoxicidade por substâncias puras ou amostras ambientais em diferentes tecidos e 
modelos animais sensíveis a determinados níveis de contaminação aquática (PERKINS; 
EVERETT; SCHLENK, 2000; ARUFE et al., 2007; DE DOMENICO et al., 2013; FAN et al., 
2013; RODRIGUES et al., 2013). A ligação competitiva dos agonistas para o centro de ação 
da AChE leva à acumulação de acetilcolina dentro das fendas sinápticas, deste modo uma 
inativação da tradução de sinais através das sinapses colinérgicas (KAIS et al., 2015; 
FULTON; KEY, 2001).  
Conforme Kais et al. (2015), estudos documentados em geral empregando os embriões 
de peixe-zebra representam um modelo de adequação, não só capaz de revelar a inibição da 
AChE, mas também para investigar vários modos de ação neurotóxica. Estudos realizados 
com Tilápia do Nilo  (Oreochromis niloticus) mostraram que o efluente de carvão gerou dano 
oxidativo em lipídeos e ao DNA, bem como o comprometimento das enzimas antioxidantes 
catalase, superóxido dismutase, glutationa transferase e glutationa reduzida (BENASSI et al., 
2006). O neurotransmissor ACh desempenha um papel crucial nas sinapses centrais e 
neuromusculares do sistema colinérgico. Metais presentes no meio ambiente mesmo que em 
baixas quantidades podem alterar os neuromastos, alterando assim a locomoção dos embriões 
(SONNACK et al., 2015).  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  
 
3.1 LOCAL DE REALIZAÇÃO DOS TESTES 
 
Os testes para a avaliação da toxicidade aguda e todas as análises bioquímicas foram 
realizados no Laboratório de Neurotoxicidade e Neuroproteção, unidade de Sinalização 
Neural e Psicofarmacologia e no Laboratório Multiusuários do Programa Pós-Graduação em 
Ciências da Saúde (MULTILAB) para realização das fotografias de alterações morfológicas.  
 
3.2 ÁREA DE ESTUDO 
 
O presente estudo foi realizado na bacia hidrográfica do Rio Linha Torrens localizado 
no município de Morro da Fumaça entre as coordenadas UTM 674894.76649x 
6829332.69775y no estado de Santa Catarina, conforme a Figura 1.  Essa bacia corresponde 
aproximadamente 25,87 km² em relação ao tamanho do município (IBGE, 2010). O clima da 
bacia segundo a classificação de Köppen é subtropical mesodérmico úmido com verão quente 
(Cfa).(ALVARES et al., 2013). As chuvas são bem distribuídas ao longo do ano, com volume 
anual variando entre 1.300 e 1.500 mm. 
Os pontos de amostragem foram definidos ao longo do eixo principal do rio, e as 
coordenadas em UTM de cada um dos pontos amostrados neste estudo são: P1- 0669804x 
6831779y; P2- 0672654x 6831028y; P3- 0673745x 6830414y; P4- 0674560x 6829128y; P5- 
0676797x 6829231y; P6- 0678261x 6827761y.  O ponto 1 é a nascente do rio, o ponto 2 esta 
localizado em uma área rural, o ponto 3 é próximo de uma comunidade, o ponto 4 esta 
localizado no centro da cidade e o ponto 5 em um bairro mais afastado do centro e o ponto 6 é 
a foz do Rio Linha Torrens, como pode ser observado no Mapa dos Pontos amostrados no rio 
Linha Torrens, conforme mostrado na Figura 2.
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 Figura 1: Mapa de Localização do Rio Linha Torrens, Morro da Fumaça, Santa Catarina. 
Fonte: Laboratório de Planejamento e Gestão Territorial, 2017. 
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 Figura 2: Mapa dos pontos amostrados no Rio Linha Torrens, Morro da Fumaça, Santa Catarina. 
 
Fonte: Laboratório de Planejamento e Gestão Territorial, 2017. 
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3.3 ANIMAIS  
 
Para obtenção dos embriões de Danio rerio (tipo short-fin), foram escolhidos os 
animais matrizes mais viáveis para reprodução, trazidos do biotério do Departamento de 
Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sendo posteriormente mantidos 
no Laboratório de Sinalização Neural e Psicofarmacologia da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense, com um ciclo claro/escuro de 14/10h controlado por fotoperíodo (luzes acendem 
às 7h; luzes apagadas às 21h), com condições de salinidade, níveis de amônia e de 
condutividade adequados na água, alimentados quatro vezes ao dia com ração flocada e 
artêmia e a temperatura da água regulada em 26°C - 28°C. Os animais foram mantidos em 
aquários de vidro menores (6L) com uma densidade de quatro machos e cinco fêmeas com 
filtração mecânica auto-limpante e limpeza de resíduos sólidos, numa densidade de dois 
animais por litro de água.  
No processo de coleta de ovos, foi adicionado no aquário matriz um aquário pequeno 
com o fundo vazado, denominado sitio de reprodução, permitindo a passagem dos ovos e sua 
queda ao fundo, impedindo que eles sejam ingeridos pelos peixes. Na manhã seguinte foi 
retirado o sitio de reprodução, e no momento em que as luzes se acendem acontece a postura 
dos ovos variando de uma a três horas após as luzes acesas.  
Após a reprodução e retirada dos ovos fecundados foi realizada a limpeza dos ovos, 
foram selecionados através de uma lupa os ovos fertilizados que posteriormente foram 
dispostos em placas de poliestireno não estéril de 24 poços com um ml das soluções dos 
diferentes pontos do Rio Linha Torrens. Os embriões foram mantidos em uma câmara 
incubadora na temperatura de 28+ 1°C, período claro/escuro e umidade controlada. Os ovos e 
futuras larvas foram avaliados diariamente para as análises morfológicas de acordo com o 
teste FET e limpeza ou troca parcial da água quando necessário.  O teste de toxicidade 
embrionária (FET) analisa quatro alterações morfológicas: coagulação (Figura 3), formação 
de somito, descolamento de cauda e batimento cardíacas sendo estas alterações visualizadas a 
cada 24hpf com o auxílio de um microscópio até o fim do teste em 96hpf, porém existem 
outros tipos de alterações que são observadas neste teste como a eclosão prévia das larvas que 
naturalmente ocorreria em 24hpf, mas quando existe alguma alteração no meio ocorre em 
48hpf. Para os testes bioquímicos utilizaram-se os animais da análise morfológica. Após o 
término do teste FET foi realizado a quantificação da atividade enzimática da AChE. 
Para a determinação dos protocolos de criação e manutenção dos animais foi utilizado 
o Manual de Criação do Zebrafish em Biotério (DAMMSKI et al., 2011). 
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3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  
 
Foram coletadas amostras superficiais de diferentes localidades do Rio Linha Torrens, 
em 25 de julho de 2016 com cerca de 1L para cada ponto e armazenadas em geladeira até o 
inicio da exposição. Em seguida, os embriões foram distribuídos individualmente em placas 
de poliestireno não estéril de 24 poços contendo um ml da água coletada dos pontos, e o perfil 
de toxicidade foi avaliado a cada 24 horas pós-fertilização (hpf), os embriões foram avaliados 
com o auxílio de um microscópio estereoscópico.   
O protocolo utilizado para este estudo foi o FET (Fish Embryo Toxicity) que 
recomenda que para a avaliação dos quatro parâmetros morfológicos, recomendando o uso de 
20 embriões por grupo. Sendo assim, foram seis grupos consistindo nas seis localizações (120 
embriões). Após o término do teste FET foi realizado a atividade da AChE e no momento da 
coleta  das amostras de água foi realizado um Protocolo de Avaliação Rápida de Diversidades 
de Habitats.  
 
3.4.1 Aspectos Éticos  
 
 Todos os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Uso 
e Ética Animal da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob os números de protocolo n. 
062/2016-1 e n. 035/2017-1 (Anexos I e II). 
 
3.4.2 Coleta das Amostras de Água 
 
A coleta das amostras superficiais foi realizada no dia 26 de julho de 2016 com o 
auxilio de um balde de 5L e uma corda. O balde foi limpo durante três vezes com a água do 
ponto antes de ser armazenada em uma garrafa plástica transparente e estéril, e após essa 
lavagem foi coletado 1L da água de cada ponto amostral realizando o mesmo processo de 
lavagem do balde de 5L. Após a coleta de todos os pontos as amostras formam levadas e 
armazenadas em geladeira até o momento do teste de toxicidade aguda nos embriões, e com 
relação aos dados de pluviosidade e temperatura nos dois dias anteriores a coleta não houve 
precipitação ocorrendo apenas no dia 27 de julho, após a coleta das amostras. 
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3.4.3 Parâmetros morfológicos  
 
Baseando-se no protocolo do teste FET foram observados quatro tipos de alterações 
no desenvolvimento embrionário: a coagulação conforme a Figura 3 mostrando a letalidade 
dos embriões, ausência de formação de somitos, falta de separação entre a cauda e o saco 
vitelínico e alterações na frequência cardíaca no período de 24 a 96hpf. Um exemplo de 
embrião sem alteração esta presente na Figura 4.  O teste analisa essas quatro letalidades, mas, 
existem efeitos secundários que podem ser analisados como a eclosão prévia dos embriões 
que naturalmente ocorreria em 72hpf, porém quando existe alguma substância que altera essa 
eclosão ocorre em 48hpf. Após o término do FET, foi realizada a quantificação da atividade 
enzimática da acetilcolinesterase (AChE), após as 96hpf as larvas foram separadas e 
eutanasiadas para a realização da técnica. 
 
Figura 3: Coagulação de um embrião em 24hpf. 
 
Fonte: do autor, 2017. 
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Figura 4: Embrião sem alteração com 24 hpf. 
 
Fonte: do autor, 2017. 
 
3.4.4 Parâmetro bioquímico  
 
Após as 96hpf de exposição às amostras de cada localidade referente ao rio, larvas de 
peixe-zebra em um “pool” de cinco animais foram homogeneizadas 400 μl de tampão fosfato 
a 0.1 molar (KAIS et al., 2015) e a atividade da enzima AChE será determinada pelo ensaio 
colorimétrico descrito por Ellman (1961). As células foram lavadas e ressuspendidas em 
solução salina tamponada (PBS) (pH 7,4) e o extrato total de proteína foi incubado com 
tampão fosfato (pH 7,4) e 10 mM de ácido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB) durante 
cinco minutos. A essa preparação, 8 mM de acetiltiocolina foi adicionado e a absorbância lida 
em 412 nm por 10 minutos. Atividade foi medida pela reação de grupamentos tióis, liberados 
da degradação de acetiltiocolina, com DTNB. Resultados foram expressos como 
μmol/min/mg de proteína. Para a quantificação de proteínas foi realizado o método de 
Bradford (BRADFORD, 1976). 
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3.4.5 Parâmetro ambiental 
  
 Para a análise do parâmetro ambiental foi utilizado o Protocolo de Avaliação Rápida 
da Diversidade de Habitats (PAR) em bacias hidrográficas que verifica o nível de preservação 
das condições ecológicas dos trechos escolhidos para este estudo. O protocolo é dividido em 
dois quadros avaliando 22 características conforme os Anexos III e IV. Sendo que o Quadro 1 
(Anexo III) pretende avaliar as caraterísticas dos trechos que estão impactados decorrentes da 
atividade antrópica e o Quadro 2 (Anexo IV) que avalia as condições do habitat e o nível de 
conservação das condições naturais. O protocolo avalia um conjunto de parâmetros em 
categorias descritas e pontuadas com os valores de 0 a 4 no Quadro 1 e os valores de 0 a 5 no 
Quadro 2, sendo esta pontuação atribuída para cada parâmetro com base na observação das 
condições do trecho analisado. Através de um somatório de cada parâmetro analisado se 
obtêm o nível de preservação das condições ecológicas dos trechos estudados, sendo que o 
trecho onde de 0 a 40 representa trechos “impactados”, de 41 a 60 trechos “alterados” e acima 
de 61 trechos “naturais” (CALLISTO et al., 2002). 
 
3.5 ÁNALISE ESTATÍSTICA  
 
Os resultados obtidos foram analisados através de ANOVA, sendo expressos como 
média ± desvio padrão seguido do teste post hoc de Tukey, considerando p < 0,05 como 
significante. Todas as análises foram realizadas utilizando-se o programa estatístico 
GraphPad Prism versão 6.0 
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4 RESULTADOS  
 
Inicialmente, foram avaliados os parâmetros morfológicos dos embriões e larvas de 
peixe-zebra expostos a água de diferentes pontos do Rio Linha Torrens, da água coletada em 
julho de 2016. Verificou-se que houve uma maior taxa de mortalidade nos embriões nos 
pontos 6  com 95%, nos pontos 1, 3 e 4  a taxa de mortalidade foi de 55% e nos pontos 2 e 5 
foi 30% considerando que os pontos 1 e 2 são localizados em área rural e os pontos 3, 4 e 5 
são área urbana e o ponto 5 a foz do rio. (Figura 5).  
Figura 5: Taxa de sobrevivência da exposição dos diferentes pontos do Rio Linha Torrens em 
embriões de peixe-zebra. 
 
Fonte: Do autor, 2017.  
Foi realizado também um gráfico de proporção de sobrevivência no qual mostrou que 
os embriões que tiveram a maior taxa de sobrevivência através de uma curva de comparação 
onde os pontos 1, 3 e 4 os quais apresentaram uma proporção de sobrevivência de 55%. 
Dentre os outros, os pontos medianamente críticos foram os e os pontos 2 e 5 obtiveram uma 
proporção de sobrevivência de 70% e o ponto mais crítico foi o ponto 6 tendo 5% de 
sobrevivência ao fim da exposição, sendo diferente significativamente em relação aos outros 
pontos conforme mostrado na Figura 6.  
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Figura 6: Proporção de sobrevivência de diferentes pontos do Rio Linha Torrens em 
embriões de peixe- zebra.  
 
Fonte: Do autor, 2017.  
Também foi avaliada a formação de somito, que consiste em um outro parâmetro 
estabelecido pelo protocolo FET. Esta alteração morfológica foi observada nos embriões a 
partir de 48 hpf sendo que os pontos 1, 2 e 4 apresentaram 15%, o ponto 5 35%, o ponto 6 
com 40% e o ponto mais crítico foi o ponto 3 com 70% (Figura 7). 
Figura 7: Formação de somito em embriões de peixe-zebra nos diferentes pontos do Rio 
Linha Torrens.  
 
Fonte: Do autor, 2017.  
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Outro parâmetro que indica a resposta de toxicidade no desenvolvimento do peixe-
zebra, foi a eclosão prévia das larvas, sendo normalmente ocorrido em 72 hpf. Entretanto, 
analisamos a eclosão prévia em 48 hpf, e a localização que apresentou o perfil mais crítico foi 
o ponto 3 localizado em um bairro onde há liberação de efluentes domésticos no rio. Os 
valores encontrados para o ponto 1, 2 e 4 foi de 15%, o ponto 6 de 20%, o ponto 5 35% e por 
fim o ponto 3 com 70% (Figura 8A). O último parâmetro avaliado foi a coagulação dos 
embriões fertilizados sendo observado nos pontos 1 e 2 (25%) no ponto 3 (5%) e no ponto 4 
(15%). (Figura 8B) 
Figura 8: Eclosão prévia e coagulação observada em embriões de peixe-zebra expostos em 
diferentes pontos do Rio Linha Torrens.  
 
Fonte: Do autor, 2017. 
Foi também realizado um PAR, um Protocolo de Avaliação Rápida da Diversidade de 
Habitats que foi realizado nos seis pontos da bacia hidrográfica do Rio Linha Torrens, os 
resultados obtidos a partir desse protocolo foi representado conforme a tabela abaixo.  
Tabela 1: Protocolo de avaliação rápida dos pontos amostrados no Rio Linha Torrens, Morro 
da Fumaça, SC. 
Pontos Somatório final 
P1 
P2 
P3 
P4 
P5 
P6 
63 
38 
27 
30 
30 
29 
Fonte: Do autor, 2017. 
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Esses somatórios finais apresentados refletem o nível de preservação das condições 
ecológicas dos trechos em estudo sendo que o trecho onde de 0 a 40 representa trechos 
“impactados”, de 41 a 60 trechos “alterados” e acima de 61 trechos “naturais” (CALLISTO et 
al., 2002). Pelas pontuações encontradas o único ponto que é considerado natural é o ponto 1, 
com um somatório de 63 e todos os outros pontos analisados são considerados alterados. 
(Tabela 1).  
Também foi avaliada a atividade enzimática da acetilcolinesterase nas larvas de 
zebrafish sendo que houve uma diferença significativa nos pontos 1 (p=0,01) e 2 (p=0,01) em 
relação ao controle  sendo que houve também diferença significativa no ponto 6 em relação 
aos pontos 1 (p= 0,02) e ponto 2 (p= 0,03)(Figura 9). 
 
 Figura 9: Efeito da toxicidade aguda de diferentes pontos do Rio Linha Torrens sobre a 
atividade da enzima AChE em embriões de peixe-zebra. Os resultados representam média ± 
desvio padrão de dois diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores da atividade 
enzimática estão expressos em µmol ACSC/h/mg de proteína, respectivamente. *p<0,05; em 
comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey). 
 
Fonte: Do autor, 2017.  
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5 DISCUSSÃO 
 
 Sabe-se que o ecossistema aquático é o receptor final de contaminantes liberados no 
ambiente (DOMINGOS, 2006). Segundo a resolução n° 357, de 2005 do CONAMA define 
que o efeito tóxico agudo é um efeito deletério aos organismos vivos causados por agentes 
físicos ou químicos, usualmente letalidade ou alguma manifestação que a antecede, em um 
curto período de exposição. Uma vez que a análise de parâmetros morfológicos utilizando os 
embriões de peixe-zebra, foi demonstrado que os pontos mais críticos são os pontos mais 
urbanizados e afetados de forma indireta pela mineração de carvão e que apresentam alta 
mortalidade, como em um estudo realizado por Borges (2009) no Rio Urussanga utilizando os 
organismos bioindicadores Artemia sp. e Daphnia magna, demostrou que apenas um dos três 
pontos estudados tiveram uma elevada concentração letal. Embora este estudo tenha sido 
realizado em outro organismo bioindicador podemos observar que houve uma maior taxa de 
mortalidade nos embriões e larvas nos pontos 6 (95%), nos pontos 1, 3 e 4 a taxa de 
mortalidade foi de 55% e nos pontos 2 e 5 foi 30%. Outro estudo realizado por Geremias e 
colaboradores (2003), na região carbonífera de Criciúma/SC, constatou-se uma expressiva 
mortalidade em Artemia sp., às águas de rio atingidas pelos efluentes de mineração de carvão, 
podendo sugerir que a toxicidade seria decorrente da acidez e da presença de metais pesados 
nas amostras, sugerindo que a elevada mortalidade do ponto 6 seria decorrente  desses 
efluentes de mineração.  Um estudo realizado por Andrade (2004) demonstrou que os 
embriões são mais sensíveis a efluentes do que adultos e que houve alteração na eclosão 
prévia dos embriões quando expostos a efluentes industriais, podendo justificar a elevada taxa 
de eclosão nos embriões do ponto 3, seguido do ponto 5.  
No presente estudo, a elevada mortalidade observada no ponto 6, a foz do Rio Linha 
Torrens que se encontra com o Rio Urussanga poderia estar associado à concentração de 
metais pesados e geração de drenagem ácida de mina (DAM) assim como o contato com 
efluentes oriundos da atividade carbonífera, conforme proposto por Muniz e Oliveira-Filho 
(2006). Segundo o estudo de Sonnack e colaboradores, (2015), contaminações por metais 
pesados encontradas no ambiente, mesmo que em baixas concentrações, podem alterar os 
neuromastos dos embriões e também gerarem dano aos neurônios motores primários, 
secundários e alteração comportamental, dificultando assim, o desenvolvimento dos embriões. 
Os resultados deste estudo mostrou que houve uma alteração morfológica na formação de 
somito, que é a estrutura formadora da coluna vertebral e da musculatura segmentar nos 
embriões, sendo esta mais evidente nos pontos 3 e 5, ou seja, que estes pontos podem 
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apresentar maiores concentrações de metais, já que existe o descarte de efluentes industriais e 
urbanos nestes pontos.  Outro estudo realizado por Carvalho e colaboradores, (2017), 
utilizando Ceriodaphnia dúbia em exposição simultânea ao alimento e ao meio aquoso, 
mostrou que houve uma toxicidade crônica pela redução na taxa reprodutiva dos 
invertebrados aquáticos de água doce, comprometendo assim o ecossistema aquático, 
demonstrando que os metais podem interferir no sistema biológico. Apesar do objetivo deste 
estudo ter sido verificar a viabilidade e alterações morfológicas nos embriões, as 
concentrações de metais podem interferir em todo o sistema biológico.  
 No ponto 1, que é a nascente do rio, existe uma área de plantação agrícola próximo a 
nascente e uma possível explicação para a alteração nos níveis de AChE nos pontos 1 e 2 
pode ser relacionada a presença de agrotóxico. Já existem alguns estudos mostrando que 
inseticidas e pesticidas alteram a atividade da AChE (KAVITHA; RAO, 2008, PERKINS; 
EVERETT; SCHLENK, 2010, KAIS et al., 2015).  E pelo fato do ponto 2 se encontrar 
próximo a nascente a alteração pode ser apresentada como reflexo das alterações na nascente. 
Por ser uma área rural ainda, mesmo que haja mineração de areia atualmente neste ponto. 
Clorpirifos e organofosforados são inseticidas amplamente utilizados em todo mundo, que 
provocam sérios problemas ambientais (FU et al., 2013). Estudos realizados com a utilização 
de agrotóxicos e inseticidas causam diferentes tipos de alterações em embriões de peixe-
zebra. A Organização Mundial da Saúde (OMS, 2004), classificou alguns tipos de inseticidas 
e pesticidas, sendo os organofosforados e os carbamatos (clorpirifos, carbofuran, por 
exemplo) como moderadamente tóxicos, e altamente tóxicos metamidofos, metomil, por 
exemplo. Vários estudos relataram que clorpirifos possuem uma variedade de efeitos, 
incluindo bioquímicos e alterações histopatológicas (XING et al., 2012), estresse oxidativo 
(KAVITHA; RAO, 2008; FUENTES et al., 2015), genotoxicidade (ALI et al., 2009), 
toxicidade reprodutiva (FARAG et al., 2010; NISHI; HUNDAL, 2013) e alterações 
endócrinas (VISWANATH et al., 2010).   
A alteração da atividade da AChE tem sido amplamente utilizada como biomarcador 
de neurotoxicidade por amostras ambientais ou substâncias puras em diferentes tecidos e 
modelos animais sensíveis a determinados níveis de contaminação aquática (PERKINS; 
EVERETT; SCHLENK, 2000; ARUFE et al., 2007; DE DOMENICO et al., 2013; FAN et al., 
2013; RODRIGUES et al., 2013). Em relação à análise da atividade da AChE, existem alguns 
estudos como Kavitha e Rao, (2008), Perkins, Everett e Schlenk, (2010), que relacionam a 
alteração da atividade da AChE a agrotóxicos ou poluentes, como no estudo realizado por 
Kais et al. (2015), com Aroclor 1254, 2,3-Benzofurano, Bisfenol A, clorpirifos, Paraoxon-
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Methy, Quinolina e cloreto de metil mercúrio.  Através dos resultados encontrados neste 
estudo, foi possível verificar que a atividade da enzima estava aumentada nos pontos 1 e 2, 
indicando que nestas localizações possíveis contaminantes como organofosforados e 
carbamatos e até alguns metais pesados que podem estar aumentando a atividade da AChE 
total em embriões de peixe-zebra, o que indica uma menor quantidade do neurotransmissor 
ACh na fenda sináptica.  Pela existência de atividade agrícola principalmente no ponto 1, a 
nascente do rio e o ponto 2 estão alterados. Segundo Azevedo e Chasin (2003), certos agentes, 
como inseticidas fosforados, agem sobre a atividade da AChE inibindo-a, gerando assim um 
acúmulo de acetilcolina nos locais onde ela é liberada normalmente. Segundo Silva (2015), a 
acumulação de ACh, gerado pela inativação da AChE provoca uma hiperestimulação dos 
receptores colinérgicos, muscarínicos e nicotínicos interrompendo a neurotransmissão, 
causando então uma intoxicação por inibidores da AChE.  Outra explicação pode ser o fato de 
que alguns pontos não mostraram um nível de toxicidade elevada, devido ao fato de que 
substâncias tóxicas com um peso molecular elevado são mais difíceis de passar pela córion do 
embrião (BRAUNBECK et al., 2015). 
Um estudo realizado por Berha e colaboradores (2002), mostrou que a ACh, tem um 
papel crucial nas sinapses central e neuromuscular, e que através de uma mutação no gene de 
dor do peixe-zebra, cessando assim a hidrólise de ACh, manifestando que os embriões são 
inicialmente móveis mas, subsequentemente desenvolveram paralisia. Estes embriões 
mutantes apresentaram defeitos na formação e inervação de fibras musculares e os neurônios 
sensoriais morrem prematuramente, mostrando que quando os níveis da atividade da AChE 
estão alterados, os embriões podem rapidamente sofrer alterações na movimentação e n 
comportamento já que não conseguiram movimentar-se e forragear em busca de alimento, o 
que pode ser uma explicação para a diminuição no ponto 6 em relação aos pontos 1 e 2.  
Não existem muitos estudos na região carbonífera com relação à análise dos 
ecossistemas aquáticos, mas existem diversos estudos sobre a recuperação ambiental na 
região carbonífera como o estudo de Volpato, De Menezes e Da Silva, (2017). Existem 
estudos relacionados à ecologia de alguns animais que vivem na região carbonífera como o 
realizado por Harter-Marques et al. (2010) sobre dispersão de sementes em uma área em 
recuperação após a mineração de carvão em Siderópolis. Um estudo realizado por Zocche e 
colaboradores (2014), com anfíbios mostrando haver elevadas concentrações de metais 
pesados e estresse oxidativo em Hypsiboas faber, mostrando que H. faber é sensível aos 
poluentes presentes em resíduos de mineração de carvão. Ouve um estudo sobre dano ao 
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DNA e níveis de metais pesados em morcegos insetívoros na região carbonífera de Santa 
Catarina (ZOCCHE et al., 2010).  
No sentido de melhor compreender os mecanismos relacionados as causas 
toxicológicas induzidas de forma distinta entre as amostras das localidades pesquisadas, 
estudos futuros são de extrema relevância no sentido de identificar possíveis compostos 
envolvidos nessa alteração da atividade da AChE, alterações morfológicas e mortalidade.  
Existem diversas atividades mineradoras ocorrendo ao longo do Rio Linha Torrens como a 
mineração de areia, mineração de pirita e a mineração de carvão. Sendo assim, possíveis 
compostos presentes nas amostras das diferentes localidades avaliadas podem ter alterado a 
atividade da AChE nos pontos 1 e 2 como mostrado no estudo realizado por Ensibi e Yahia 
(2017), que verificou um aumento na atividade da AChE em copépodos planctônicos através 
do cloreto de cádmio. Outro estudo realizado por Yousefi Babadi et al. (2014) mostrou um 
aumento na AChE em cérebro de ratos devido à altas concentrações de manganês. Foi 
também encontrado um aumento na atividade da AChE em mexilhões expostos a cádmio e 
chumbo (BAINY et al., 2005). Portanto, não podemos excluir a possibilidade de que alguns 
metais poderiam estar modulando a atividade da AChE.  
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6 CONCLUSÃO  
 
Pode-se concluir que a toxicidade embrionária pode ser decorrente dos agrotóxicos 
que poderiam estar presentes nos pontos 1 e 2 que tiveram uma  maior letalidade, assim como 
o aumento na atividade da AChE sendo usada como um indicador de neurotoxicidade 
refletindo assim a qualidade ambiental, mesmo considerando o PAR o ponto 1 sendo natural e 
o ponto 2 alterado. E em relação a eclosão prévia encontrada no ponto 3 pode ter sido 
decorrente da liberação de efluente urbano  
As alterações morfológicas encontradas nos embriões/larvas de peixe-zebra podem 
estar relacionadas ao uso de agrotóxicos, de efluentes domésticos e industriais podendo alterar 
a morfologia do peixe-zebra, possivelmente levando a uma alteração locomotora, o que foi 
visto no presente estudo através da formação dos somitos. 
 Neste contexto, o presente estudo visa contribuir na compreensão da atual situação do 
ecossistema aquático e a necessidade de estudos futuros sobre a biota aquática e as interações 
presentes.  
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ANEXO I – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM USO ANIMAL 
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ANEXO II – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM USO ANIMAL 
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ANEXO III – QUADRO 1 DO PAR 
Descrição do Ambiente 
Localização: 
Data de Coleta:  /  /  Hora da Coleta:    
Tempo (situação do dia): 
Modo de coleta (coletor): 
Tipo de Ambiente: Córrego ( ) Rio ( ) 
Largura média: 
Profundidade média: 
Temperatura da água: 
 
 
PARÂMETROS 
 
 
 
PONTUAÇÃO 
4 pontos 2 pontos 0 ponto 
1.Tipo de ocupação das 
margens do corpo d’água 
(principal atividade) 
 
Vegetação natural 
Campo de 
pastagem/Agricultura/ 
Monocultura/ 
Reflorestamento 
 
Residencial/ Comercial/ 
Industrial 
 
2. Erosão próxima e/ou 
nas margens do rio e 
assoreamento em seu leito 
 
 
Ausente 
 
 
Moderada 
 
 
Acentuada 
 
 
3. Alterações antrópicas 
 
 
Ausente 
 
Alterações de origem 
doméstica (esgoto, lixo) 
alterações de origem 
industrial/ urbana 
(fábricas, siderurgias, 
canalização, retilinização 
do curso do rio) 
4. Cobertura 
vegetal no leito 
Parcial Total Ausente 
5. Odor da água Nenhum Esgoto (ovo podre) óleo/industrial 
6. Oleosidade da água Ausente Moderada Abundante 
7. Transparência da água Transparente turva/cor de chá-forte opaca ou colorida 
8. Odor do sedimento 
(fundo) 
Nenhum Esgoto (ovo podre) óleo/industrial 
9. Oleosidade do fundo Ausente Moderado Abundante 
10. Tipo de fundo pedras/cascalho Lama/areia cimento/canalizado 
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ANEXO IV – QUADRO 2 DO PAR 
PARÂMETROS PONTUAÇÃO 
5 pontos 3 pontos 2 pontos 0 ponto 
 
 
11. Tipos de fundo 
Mais de 50% com 
habitats di 
versificados; 
pedaços de troncos 
submersos; 
cascalho ou outros 
habitats estáveis. 
30 a 50% de 
habitats 
diversificados; 
habitats adequados 
para a manutenção 
das populações de 
organismos 
aquáticos. 
10 a 30% de habitats 
diversificados; 
disponibilidade de 
habitats insuficiente; 
substratos 
freqüentemente 
modificados. 
Menos que 10% de 
habitats di 
versificados; 
ausência de habitats 
óbvia; substrato 
rochoso instável para 
fixação dos 
organismos. 
 
 
12. Extensão de 
rápidos 
Rápidos e 
corredeiras bem 
desenvolvidas; 
rápidos tão largos 
quanto o rio e com 
o 
comprimento 
igual ao dobro da 
largura do rio. 
Rápidos com a 
largura igual à do 
rio, mas com 
comprimento 
menor que o dobro 
da largura do rio. 
Trechos rápidos 
podem estar 
ausentes; rápidos 
não tão largos 
quanto o rio e seu 
comprimento menor 
que o dobro da 
largura do rio. 
 
Rápidos ou 
corredeiras 
inexistentes. 
 
 
13. Freqüência de 
rápidos 
 
Rápidos 
relativamente 
freqüentes; 
distância entre 
rápidos dividida 
pela largura do rio 
entre 5 e 7. 
 
Rápidos não 
freqüentes; 
distância entre 
rápidos di vidida 
pela largura do 
rio entre 7 e 15. 
Rápidos ou 
corredeiras 
ocasionais;  habitats 
formados pelos 
contornos do fundo; 
distância entre 
rápidos di vidida pela 
largura do rio 
entre 15 e 25. 
Geralmente com 
lâmina d’água “lisa” 
ou com rápidos 
rasos; pobreza de 
habitats; distância 
entre rápidos 
di vidida pela 
largura do rio 
maior que 25. 
 
14. Tipos de substrato 
Seixos abundantes 
(prevalecendo em 
nascentes). 
 
Seixos 
abundantes; 
cascalho 
comum. 
Fundo 
formado 
predomina
nte- 
mente por cascalho; 
alguns seixos 
presentes. 
 
Fundo pedregoso; 
seixos ou 
lamoso. 
15. Deposição de 
lama 
Entre 0 e 25% do 
fundo coberto 
por lama. 
Entre 25 e 50% do 
fundo coberto 
por lama. 
Entre 50 e 75% do 
fundo coberto por 
lama. 
Mais de 75% do 
fundo coberto por 
lama. 
 
 
 
16. Depósitos 
sedimentares 
 
Menos de 5% do 
fundo com 
deposição de lama; 
ausência de 
deposição nos 
remansos. 
Alguma evidência 
de modificação no 
fundo, 
principalmente 
como aumento de 
cascalho, areia ou 
lama; 5 a 30% do 
fundo 
afetado; suave 
deposição nos 
remansos. 
 
Deposição moderada 
de cascalho novo, 
areia ou lama nas 
margens; entre 30 a 
50% do fundo 
afetado; deposição 
moderada nos 
remansos. 
Grandes depósitos 
de lama, maior 
desenvolvi- 
mento das margens; 
mais de 50% do 
fundo modificado; 
remansos ausentes 
devido à 
significativa deposi 
ção de sedimentos. 
 
 
17. Alterações no 
canal do rio 
 
Canalização 
(retificação) ou 
dragagem ausente 
ou mínima; rio 
com padrão 
normal. 
Alguma 
canalização 
presente, 
normalmente 
próximo à 
construção de 
pontes; evidência 
de modificações há 
mais de 20 
anos. 
 
Alguma modificação 
presente nas duas 
margens; 40 a 80% 
do rio modificado. 
 
 
Margens 
modificadas; acima 
de 80% do rio 
modificado. 
 
18Característicasdo 
fluxodaságuas 
Fluxo relativamente 
igual em toda a 
largura do rio; 
mínima quantidade 
de 
substrato exposta. 
Lâmi na d’água 
acima de 75% do 
canal do rio; ou 
menos de 25% do 
substrato 
exposto. 
Lâmi na d’água 
entre 25 e 75% do 
canal do rio, e/ou 
maior parte do 
substrato nos 
“rápidos” exposto. 
Lâmi na d’água 
escassa e presente 
apenas nos 
remansos. 
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19. Presença de mata 
ciliar 
Acima de 90% com 
vegetação ripária 
nativa, incluindo 
árvores, arbustos 
ou macrófitas; 
mínima evidência 
de deflorestamento; 
todas as plantas 
atingindo a altura 
“normal”. 
Entre 70 e 90% 
com vegetação 
ripária nativa; 
deflorestamento 
evidente mas não 
afetando o 
desenvolvimento 
da vegetação; 
maioria das 
plantas atingindo 
a altura 
“normal”. 
Entre 50 e 70% com 
vegetação ripária 
nativa; 
deflorestamento 
óbvio; trechos com 
solo exposto ou 
vegetação eliminada; 
menos da metade das 
plantas atingindo a 
altura “normal”. 
 
 
Menos de 50% da 
mata ciliar nativa; 
defloresta- 
mento muito 
acentuado. 
 
 
20 Estabilidade das 
margens 
Margens 
estáveis; evi 
dência de 
erosão 
mínima ou 
ausente; 
pequeno potencial 
para 
problemas futuros. 
Menos de 5% da 
margem afetada. 
 
Moderadamente 
estáveis; pequenas 
áreas de erosão 
freqüentes. Entre 5 
e 30% da margem 
com erosão. 
 
Moderadamente 
instável; entre 30 e 
60% da margem com 
erosão. Risco 
elevado de erosão 
durante enchentes. 
Instável; muitas 
áreas com erosão; 
freqüentes áreas 
descobertas nas 
curvas do rio; 
erosão óbvia entre 
60 e 100% da 
margem. 
 
 
21. Extensão de mata 
ciliar 
Largura da 
vegetação ripária 
maior que 18 m; 
sem influência de 
atividades 
antrópicas 
(agropecuária, 
estradas, etc.). 
 
Largura da 
vegetação 
ripária entre 12 e 
18 m; mínima 
influência 
antrópica. 
 
Largura da 
vegetação ripária 
entre 6 e 12 m; i 
nfluência antrópica 
intensa. 
 
Largura da 
vegetação ripária 
menor que 6 m; 
vegetação restrita ou 
ausente devido à 
atividade antrópica. 
 
22. Presença de planta 
saquáticas 
Pequenas 
macrófitas 
aquáticas e/ou 
musgos 
distribuídos pelo 
leito. 
Macrófitas 
aquáticas ou algas 
filamentosas ou 
musgos distribuídas 
no rio, 
substrato com 
perifiton. 
Algas filamentosas 
ou macrófitas em 
poucas pedras ou 
alguns remansos, 
perifiton 
abundante e 
biofilme. 
Ausência de 
vegetação aquática 
no leito do rio ou 
grandes bancos 
macrófitas 
(p.ex. aguapé). 
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